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SAMENVATTING
Protein engineering is mult i-discipl inair
ondeÍzoek waarin de eigenschappen van
eiwitten worden geanalyseerd met behulp van
een combinatie van Íysische, biochemische,
w iskund ige  n  genet ische techn ieken.  In  de
aÍgelopen jaren heeft pÍotein engineering veel
b i jgedragen aan de  toename in  de  kenn is  van
de stÍuctuur-functie-stabi l i tei ts relat ies in
eiwitten. Dit proeÍschrif t  beschri j f t  het gebÍuik
van protein engineering voor de bestudering van
de theÍmostabi l i tei t  van neutrale proteases
(Npr's), extra-cel lulaiÍe enzymen die worden
geproduceerd door diverse leden van het
bacteriële genus Bacr7lus. Deze homologe
enzymen vormen een goed model systeem vooÍ
de bestudering van de stabi l i tei t  van eiwitten,
niet al leen omdat ze goed gekaÍakteriseerd zi jn,
maaÍ tevens omdat ze gÍote veÍschi l len in
stabi l i tei t  vertonen. Het onderzoek was gericht
op het analyseÍen van de structurele verschi l len
binnen de groep van Npr's, die verantwoordel i jk
zi jn voor de verschi l len in thermostabi l i tei t .
Bovendien is onderzoek gedaan naaralgemeen
toepasbare typen mutaties die tot de verhoging
van de stabi l i tei t  van een eiwit leiden.
Hoodstuk I geeft een algemene inleiding,
waarin aspecten van de stÍuctuuÍ, vouwing en
stabi l i tei t  van eiwitten worden besproken.
FactoÍen die de stabi l i tei t  van eiwitten bepalen
worden a fzonder l i j k  behande ld .  Op grond van
de relevante literatuur gegevens blijkt dat protein
engineering van gíote waaÍde is bi j  het
ophelderen van deze Íactoren. Vergel i jkingen
van de primaire en tert iaire structuren van
homologe eiwitten, die een verschi l lende
theÍmostabi l i tei t  bezit ten, heeft eveneens
belangri jke inÍormatie opgeleverd. Echter,
aanwijzingen die uit  dit  soort vergel i jkingen
worden getrokken dienen geveriÍieerd te worden
met  behu lp  van pro te in  eng ineer ing .
Het in ditoroeÍschrif t  beschreven ondeÍzoek
betrett het relat ieÍ thermolabiele neutrale
pÍotease van B. subtilis (Npr-sub) en het relatieÍ
thermostabiele neutrale protease van B. stearo-
thermoph i lus  (Npr -s te ) .  De aminozuur
sequenties van deze enzymen zi jn bekend en
de bi jbehorende genen zi jn gecloneerd in B
subti l is. De drie-dimensionale structuren van
Npr-sub en NpÊste zi jn onbekend; daarom
werden modellen van deze enzymen gebouwd,
gebaseerd op de met behulp van Íóntgen
diffract ie opgehelderde structuur van het
neutrale protease van B. thermoprcteolyticus
(thermolysine; zie HooÍdstuk V).
De hooÍds tukken l l en  l l l  beschr i j ven  de
ontwikkel ing van snel le en eff iciénte zuiverings-
procedures voor Npr's. Met behulp van hoge
druk chromatograÍie (HPLC), gebruik makend
van bacitracine-si l ica ls een aff ini teits-
medium, konden meerdere mil l igÍammen zuiver
enzym woíden verkregen in een t i jdsbestek van
twee uur ,  waarb i j  cu l tuur  supernatan t  van
Bacil lus als uitgangsmateriaal werd gebruikt.
Dankzi i  de hoge snelheid van de procedure en
de aanwezigheid van de effect ieve Npr-remmer
isopíopanol in de buffers, bleeÍ autolyse van de
enzymen t i jdens de zuivering tot een minimum
bepeÍkt.
AIs maat voor de theÍmostabi l i tei t  van Npr's
werd de T50 gekozen. Dit is de tempeíatuur
waarbij 50 procent van het enzynr woÍdt
geinactiveerd gedurende dert ig minuten
incubatie bi j  pH 5.0. De assay voor de bepaling
van de theÍmostabi l i tei t  wordt uitvoeÍig
besproken in Hoofdstuk lV. Op basis van in dit
proeÍschrif t  verkregen en gepubliceerde
gegevens wordt in HooÍdstuk lV waarschi. inl i jk
gemaakt, dat locale ontvouwing het NpÍ
gevoelig maakt vooÍ autolyse. Deze ontvouwing
word t  gez ien  a ls  de  sne lhe ids-beperkende s tap
in het proces van hit te-rnactivatie. lvlet andere
woorden, autolyse is de oorzaak van de
irreversibele inactivatie van NpÍ's bi j  hoge
temperaturen, maar de snelheid van dit  pÍoces
wordt bepaald ooreen reversibel ontvouwings-
proces. Dit dient in overweging te worden
genomen bi j  het ontwerpen van stabi l iserende
mutaties voor pÍoteases, die bi j  vooÍkeuÍ niet
moeten worden aangebracht in relat ieÍ stabiele
geb ieden van he t  e iw i t ,  omdat  de  loca le
ontvouwing van zo'n gebied maar weinig
bi jdraagttot inactivering bi j  hoge tempeÍatuÍen.
Experimenten die in HooÍdstuk Vl l  worden
beschreven ondersteunen deze hvoothese.
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De HooÍdstukken V-Vll beschrijven plaats-
gerichte mutaties in Nprsub en Npr-ste die eÍop
zi jn gericht de interacties tussen het midden-
en C-teÍminaal-subdomein in deze enzymen te
analyseren. Twee interacties weÍden onderzocht:
1) contacten tussen een hydroÍoob residu op
posit ie 315 en een hydÍoÍobe pocket die wordt
gevormd door de residuen 217 en 236, gelegen
in het midden-subdomein, en residuen 281, 282,
285, 310 en 313, gelegen in het C{erminaal-
subdomein; 2) contacten tussen een 'B-hairpin'
(residuen 248-257) en oppervlakte residuen uit
beide subdomeinen. De eerste interactie is
aanwezig in al le neutrale píoteases, tenwij l  de
tweede al leen voorkomt in theÍmostabiele
varianten.
HooÍdstuk V laat zien dat de thermostabiliteit
van Nor-sub sterk werd beinvloed door het
muteren van residu 315, terwij l  de
theÍmostabiliteit van Npr-ste hierdoor nauwelijks
veÍandeÍde. Hoofdstuk Vl beschri j f t  dat de
introductie in Npr-sub van de B-hairpin, zoals
aanwezig in Npr-ste, de theímostabi l i tei tvan het
enzym deed toenemen. Om deze toename te
bewerkstel l igen moest het oppervlak van NpÍ-
sub op twee posit ies met behulp van extÍa
mutaties worden aangepast, om goede
contacten met de B-hairpin mogeli jk te maken.
Voordatdeze aanpassingen waren aangebracht
vond autolyt ische kl ieving plaats in de
geintroduceerdê B-hairpin,waarschi jnl i jkomdat
deze in de oplossing steekt en niet,  zoals in Npr-
ste, vast tegen de Íest van het molecuul aanl igt.
In hooÍdstuk Vl l  worden enkel- en dubbel-
mutante Npr's besproken die verder inzicht
geven in de interactie tussen de subdomeinen.
De thermostabiliteit van Npr-ste weíd niet
beinvloed door mutaties op posit ie 315 die de
hydrofobe interacties verslechteÍen oÍ door het
weghalen van de B-hairpin. Echter, na
combineren van beide typen mutaties weíd een
duidel i jke aíname van de thermostabi l i tei t
gevonden. Soortgel i jke gegevenst maar dan in
tegengestelde r icht ing, weÍden verkregen met
Nor-sub: het destabi l iserende ffect van de
muta t ies  Leu315 ->  A la  o Í  Leu315 ->  Gly
verminderde aanzienl i jk door de introductie van
de 248-257 B-hairoin. Deze resultaten worden
besoroken in de context van een theoretisch
model voor de hit te-inactivatie van NoÍ's. dat
mede is gebaseerd op de waaínemingen die
in HooÍdstuk lV zi jn beschreven.
Het voorkomen van positief geladen Íesiduen
aan de N-terminale zi jde van cu-hel ices l i jkt
energetisch ongunstig, omdat zich daar, bi j
benadering, een halve posit ieve lading bevindt.
Succesvolle pogingen om NpÍ-sub te stabiliseren
door middel van het weghalen van dat soort
residuen worden beschreven in HooÍdstuk Vl l l .
De thermostabi l i tei t  van Nor-sub nam toe met
0.3 tot 1.2 'C, nadat lysines waren vervangen
door Ser oÍ Asp. De introductie van Asp leidde
tot het grootste eiÍect, hetgeen aangeeft dat
verbeteÍde lectrostatische interacties inderdaad
leiden tot een toename van de stabi l i tei t .
HooÍdstuk lX behandelt mutaties die
ontworpen werden om Npr-ste te stabiliseren
door middel van het verdichten van de pakking
in het hydroÍobe binnenste van dit  enzym. Ten
gevolge van deze mutaties werd de
thermostabi l i tei t  van Npr-ste weliswaar posit ieÍ,
maar slechts beperkt, beinvloed. Dit ondanks
het feit  dat de aangebrachte veranderingen
soms vri jdrastisch waren, zoals bi jvoorbeeld het
vervangen van Met of Leu door Trp. De
Íesultaten die hier worden beschreven
ondersteunen het algemene beeld dat neutrale
proteases het meest effectief gestabiliseerd
kunnen worden door het aanbrengen van
mutaties in de buitenste regionen van het
molecuul. Dit beeld wordt verder ondersteund
dooÍ de resultaten die in HooÍdstuk Xl l lworden
d a n í a e a n l a o r d
Onderzoek naar de bijdrage van waterstoÍ-
bruggen aan de thermostabi l i tei t  van Npr-ste
wordt beschreven in de hoofdstukken X en Xl.
De zi jketen van Asn241 in dit  enzym heeft een
ongepaarde wateÍstoÍ-brug acceptor. Deze
energetisch ongunstige situatie weíd op twee
manieren opgeheven. HooÍdstuk X beschri j f t  de
vervanging van Asn241 door Leu, waarmee,
naast de verui jdering van de ongepaaÍde
waterstof-bnig acceptoÍ, ook een verbetering van
de hydroÍobe pakking in het binnenste van het
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I bereikt. Hoofdstuk Xl beschriitt de
vervanging van Ala170 door Ser, waarmee een
hydroxyl groep werd geintroduceerd ie een
waterstoÍ-bÍug kan vormen metde acceptoívan
Asn241 . De Asn241 - > Leu en de Alal 70 - > Ser
mutatie brachten elk een theÍmostabi l i tei ts-
verhoging teweeg van 0.7'C.
Zoals wordt beschreven in Hoofdstuk Xl l ,
heeft de Ala166 -> Ser mutatie tot gevolg dat
een holte in het eiwit,  waar zich een wateí
molecuul bevond, woídt gevuld met een
covalentgebonden hydroxyl groep. Deze groep
kan ongeveer dezelÍde waterstoÍ-bÍuggen
vormen als het water molecuul. Het l i jkt daarom
aannemeli jk dat de 1.2 "C stabi l isat ie ten
gevolge van de Ala166 -> Ser mutatie een
gevolg is van de winst in entropie van het wateí
molecuul, dat zich na deze mutatie vri jel i jk door
de oplossing kan bewegen.
De mutaties die in de hoofdstukken X-Xll
worden beschreven hebben enkele opmerkelijke
karakteÍ ist ieken. De Alal 66 - > Ser en de Alal 70
-> Ser mutatie werden in eerste instantie
geselecteerd op basis van een automatische
m u t a n t - v o o í s p e l l i n g s m e t h o d e  v a n  h e t
pÍogramma WHAT lF, dat gebruikt wordt vooÍ
het modelleren van eiwit-stÍuctuÍen. Deze
methode is gebaseerd op stat ist ische analyse
van locale contact-patronen die voorkomen in
een databank van eiwit-structuÍen. Het feit dat
deze twee mutaties inderdaad tot stabi l isat ie
leidden geeft aan hoe waardevol de huidige
computer-technologie is voor het bestuderen
en modelleren van eiwitten. De mutaties in
HooÍdstukken X-Xll betreffen geconserveeíde
residuen. Ala166 en Asn241 komen vooÍ in al le
Npr's. De Ala170 -> Ser mutatie l i jkt op het
eeÍsle gezicht eÍg ongunstig aangezien
thermolabiele Npr's een Ser hebben op posit ie
170, teMij l  in ihermostabiele vaÍianten de Ala
geconserveeíd is. Het is duidel i jk, dat ook
geconserveerde residuen aandacht verdienen
bij het ontwikkelen van mutatie-strategieèin vooÍ
het stabi l iseren van eiwitten.
Theoretische overwegingen en gepubliceerde
gegevens uggereren datde intÍoductie van Pro
residuen een eiwit stabieler maakt. Thermolysine
heeft een Pro op posit ie 69, welke afwezig is in
het meeÍ labiele (- 14 "C) NpÊste. De rol van
residu 69 is onderzocht door Ala69 in Npr-ste
te vervangen door PÍo. De Pro69 vaÍiant van
NpÊste l iet een verhoging in theÍmostabi l i tei t
zien van 5.5'C. De Ala69 - > Pro mutatie is dus
verantwoordel i jk voor ongeveer 40 pÍocent van
het totale verschi l  in theímostabi l i tei t  tussen
thermolysine n Npr-ste, ondanks het íeit  dat
residue 69 aan het oppervlak van het eiwit l igt,
en ondanks het feit  dat de verandering op
posit ie 69 slechts één van de 45 aminozuur
veranderingen tussen thermolysine n NpÊste
betÍeÍt.
Samenvattend kan gesteld worden, dat het
mogeli jk is plaats-gerichte mutaties te
ontweípen die de stabi l i tei t  van een eiwit op
voorspelbare wijze veranderen. Het is mogeli jk
gebleken de Npr's te stabi l iseíen door middel
van verschi l lende soorten mutaties, waarbi j
diverse typen interacties in de eiwitten werden
veranderd. Experimentele gegevens en
theoÍetische overwegingen doen vermoeden dai
de voornaamste stÍuctuuÊveÍschi l len die
verantwoordel i jk zi jn voor de variat ie in de
thermostabi l i tei t  van Npr's gelegen zi jn aan het
oppervlak van het eiwit.  De huidige kennis van
de Nor's en de beschikbare faci l i tei ten om deze
enzymen gericht e veranderen doen vermoeden
dat het binnenkort mogeli jk zal zi jn een Npr te
maken dat stabieler is dan de meest
thermostabiele, in de natuur voorkomende,
bekende variant.
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